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Introdução: Os telômeros constituem seqüências repetitivas de DNA que protegem 
as extremidades dos cromossomos lineares mantêm a estabilidade genômica. Com 
o envelhecimento, observa-se seu encurtamento progressivo. Fatores adicionais 
podem acelerar o encurtamento dos telômeros, sobretudo aqueles relacionados a 
estresse oxidativo (EO) e resposta inflamatória. É possível, assim, que o 
comprimento dos telômeros represente potencial indicador de dano oxidativo e 
inflamatório e de senescência celular. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) associa-se a 
EO e resposta inflamatória e é possível que associe-se também a encurtamento dos 
telômeros. Este estudo investigou o comprimento de telômeros e marcadores de EO 
em diabéticos tipo 2, em Brasília, DF. Métodos: Foram determinados, no soro de 
diabéticos tipo 2 e de sujeitos com tolerância normal à glicose (controles), a 
concentração de TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) e a 
capacidade antioxidante total (FRAP). O comprimento relativo dos telômeros foi 
determinado por PCR quantitativa em tempo real, utilizando como normalizador o 
gene de cópia única 36B4. Resultados: Foram incluídos 165 sujeitos com DM2, 
com mediana de idade de 49 anos, predomínio do sexo feminino (75,8%), mediana 
do tempo de diagnóstico do DM2 de 2 anos, predominância de baixo nível de 
escolaridade e mediana do índice de massa corporal (IMC) de 30 kg/m2. Para 
avaliação de marcadores de EO, os diabéticos foram comparados a um grupo de 
130 controles com mediana de idade de 46 anos, predominância do sexo masculino, 
maior nível de escolaridade e IMC mediano de 27 kg/m2. Os diabéticos tipo 2 
apresentaram concentração sérica de TBARS significativamente maior que a dos 
controles e capacidade antioxidante total significativamente menor que a dos 
controles, independentemente do sexo ou IMC. Nos diabéticos tipo 2, a 
concentração sérica de TBARS foi correlacionada negativamente com a de 
colesterol LDL e a capacidade antioxidante total foi positivamente correlacionada 
como tempo de diagnóstico, hemoglobina glicada e concentração sérica de 
triglicerídeo. Para análise do comprimento relativo dos telômeros, os diabéticos 
foram comparados a 158 controles, com idade semelhante (mediana de 49 anos), 
predominância do sexo masculino, maior nível de escolaridade e mediana do IMC de 
 
 
27 kg/m2. O comprimento relativo dos telômeros foi superior no grupo de diabéticos 
tipo 2 em relação ao controle, porém a diferença não mais foi observada após 
exclusão dos valores discrepantes (outliers). Não foi observada associação entre o 
comprimento relativo dos telômeros e o sexo ou estado nutricional, nos dois grupos, 
nem com retinopatia, entre os diabéticos. Nos diabéticos tipo 2, foi observada 
correlação negativa do comprimento relativo dos telômeros com o tempo de 
diagnóstico do DM2, glicemia de jejum, hemoglobina glicada e capacidade 
antioxidante total, e positiva com a concentração sérica de TBARS. Nos controles, 
foi observada correlação negativa do comprimento relativo dos telômeros com a 
idade. Conclusão: Os resultados do presente estudo sugerem que o DM2 está 
associado a aumento de marcador sérico de peroxidação lipídica e redução da 
capacidade antioxidante total no soro, porém não a encurtamento dos telômeros. O 
comprimento dos telômeros, no entanto, parece estar relacionado a indicadores 
metabólicos desfavoráveis no diabético tipo 2, incluindo glicemia de jejum e 
hemoglobina glicada. 
 






Introduction: Telomeres are repetitive sequences of DNA that protect the ends of 
linear chromosomes and maintain genomic stability. They gradually shorten with 
aging, but additional factors may accelerate telomere shortening, especially those 
related to oxidative stress (OS) and the inflammatory response. It is possible, 
therefore, that telomere length may represent a potential indicator of oxidative and 
inflammatory damage. Type 2 diabetes (T2D) is associated with OS and 
inflammatory response and can also lead to telomere shortening. This study 
investigated the telomere length and OS markers in type 2 diabetics, in Brasilia, DF. 
Methods: Serum concentration of TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) 
and total antioxidant capacity (FRAP) were measured in patients with T2D and 
control subjects with normal glucose tolerance. Relative telomere length was 
determined by quantitative real-time PCR using as the normalizer the single copy 
gene 36B4. Results: 165 subjects with T2D were included, with a median age of 49 
years, female predominance (75.8%), median time of diagnosis of DM2 of 2 years, a 
high frequency of low educational attainment and median index body mass index 
(BMI) of 30 kg/m2. Serum levels of OS markers in T2D patients were compared to 
those of 130 controls with a median age of 46 years, who were predominantly male, 
had a higher level of education and a median BMI of 27 kg/m2. Serum levels of 
TBARS were significantly higher and total antioxidant capacity was significantly lower 
in T2D patients compared with controls, regardless of gender or BMI. In T2D 
patients, serum levels of TBARS were negatively correlated with serum LDL 
cholesterol levels; total antioxidant capacity was positively correlated to time since 
T2D diagnosis, glycated hemoglobin and serum triglyceride levels. Relative telomere 
length in T2D patients was compared to that of 158 age-matched controls (median 
age of 49 years), but who were predominantly male, had higher education level and a 
median BMI of 27 kg/m2. Relative telomere length was higher in T2D patients 
compared with controls, but this difference was not observed after exclusion of 
outliers. No association was found between relative telomere length and gender or 
nutritional status defined by BMI, either in T2D patients or controls. In T2D patients, 
relative telomere length was no associated with the presence of retinopathy. In these 
 
 
patients, relative telomere length was negatively correlated with time since diagnosis 
of T2D, fasting blood glucose, glycated hemoglobin and total antioxidant capacity. On 
the other hand, it was positively correlated with serum levels of TBARS. Among 
controls, relative telomere length was negatively correlated with age. Conclusion: 
The results suggest that T2D is associated with increased OS but not with telomere 
shortening. Reduced retive telomere length, however, seemed to be related to an 
unfavorable metabolic profile in T2D patients, including increased fasting blood 
glucose and glycated hemoglobin. 
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O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é distúrbio metabólico prevalente e constitui 
importante problema de saúde pública no mundo. É esperada que esta doença crônica, 
em 2020, seja a maior causa morte e, de acordo com a Federação internacional de 
Diabetes, a projeção do número de pessoas diagnosticadas com diabetes aumentará 
de 415 milhões em 2015 para 642 milhões em 2040 (1-5) e segundo a Federal 
Internacional de Diabetes . Sua etiologia não é completamente definida, porém parece 
envolver interações variadas que abrangem componentes genéticos, comportamentais 
e socioeconômicos (6, 7) que, por sua vez, resultam em combinação de resistência 
periférica à ação da insulina e disfunção secretória das células beta pancreática. 
Caracteriza-se por hiperglicemia crônica e alterações no metabolismo de carboidratos, 
lipídios e proteínas (8-11). 
O DM2 pode ser considerado modelo de aceleração do envelhecimento biológico 
(de acordo com a teoria do envelhecimento), devido ao aumento da exposição ao 
estresse oxidativo e inflamação crônica, com manifestações vasculares prematuras do 
envelhecimento, como a doença isquêmica do coração (12-15). 
Os telômeros constituem seqüências repetitivas de ácido desoxirribonucleico 
(DNA) encontradas nas extremidades de cromossomos lineares e que se complexam a 
proteínas, cuja função é proporcionar estabilidade genômica (16). Em vertebrados, os 
telômeros são constituídos pela seqüência TTAGGG; o número de repetições desta 
seqüência, que determina o comprimento dos telômeros, é variável de indivíduo para 
indivíduo (9, 17, 18). Vários fatores são associados a redução do comprimento dos 
telômeros, entre eles o envelhecimento, o estresse oxidativo e a resposta inflamatória, 
de forma que o comprimento dos telômeros é considerado potencial marcador destes 
processos (19-21). Além disso, o comprimento dos telômeros, em alguns estudos, é 
associado à ocorrência de algumas doenças cuja fisiopatologia envolve estresse 
oxidativo e resposta inflamatória, como é o caso do DM2 (12, 19, 21-27). 
Os leucócitos do sangue periférico constituem o tipo celular mais comumente 
utilizado para investigar o comprimento dos telômeros em associação com diferentes 





envolvendo adultos jovens, foi observada correlação positiva entre o encurtamento dos 
telômeros de leucócitos do sangue periférico e a presença de resistência à insulina, um 
processo associado a estresse oxidativo e resposta inflamatória de baixo grau (30).  
As espécies reativas de oxigênio (ERO) estão envolvidas na indução e 
progressão da senescência celular. Vários estudos indicam que as ERO podem 
acelerar o encurtamento dos telômeros (31) e podem danificar o DNA diretamente e, 
assim, induzir uma resposta a danos no DNA (DDR, DNA damage response) e 
senescência (32, 33). Há vários outros estudos que descrevem a associação entre 
dano oxidativo, encurtamento dos telômeros e envelhecimento (27, 34-36). 
Em concordância com a associação entre estresse oxidativo e o DM2, vários 
estudos descrevem a associação entre o encurtamento dos telômeros de leucócitos do 
sangue periférico e a presença de DM2. Entre esses estudos, destacam-se um 
envolvendo a população do sul asiático avaliada no Estudo em Diabetes Asiático do 
Reino Unido (UK Asian Diabetes Study) (37), da Índia (38), do México (39) e Itália (40), 
além de dois estudos envolvendo a população Chinesa (41, 42) e um estudo 
envolvendo índios americanos (43). A associação também foi observada em uma 
metanálise de 9 estudos, com um total de 5759 casos e 6518 controles (44).  
Foi observada, ainda, associação entre o comprimento dos telômeros e o 
prognóstico em pacientes com DM2. Em estudo recente envolvendo 568 pacientes com 
DM2, foi observado que o tempo de duração da doença e o comprimento dos telômeros 
de leucócitos do sangue periférico correlacionou-se com o risco de mortalidade (45).Em 
outros estudos, no entanto, a associação entre comprimento dos telômeros e presença 
de DM2 não foi observada. Entre eles, destacam-se o estudo tipo caso-controle 
aninhado realizado a partir de dados do estudo multiétnico observacional de Coorte 
Iniciativa em Saúde da Mulher (Women’s Health Initiative Observational Study Cohort, 
WHI-OS), conduzido nos Estados Unidos da América (46), e o estudo envolvendo a 
população finlandesa analisada no Estudo de Prevenção em Diabetes (Diabetes 
Prevention Study) (47). 
A associação entre encurtamento de telômeros e presença de DM2, observada 
em muitos estudos, não tem ainda os possíveis mecanismos envolvidos definidos. Não 





eventual direcionalidade da associação. É possível, como mencionado anteriormente, 
que o estresse oxidativo e resposta inflamatória de baixo grau, observados no DM2, 
expliquem, pelo menos em parte, essa associação (30, 48-52).  
Estudo recente relacionou o comprimento dos telômeros a alterações 
metabólicas observadas no DM2. Esta investigação verificou, em culturas primárias de 
fibroblastos humanos, o efeito do tratamento com alta concentração de glicose e com a 
citocina pró-inflamatória IL1ß, isolados ou em combinação, e observou que apenas o 
grupo de células tratado com IL1ß apresentou encurtamento acelerado dos telômeros, 
mesmo após ajuste para o número de divisões celulares (53). 
Cabe destacar, ainda, que embora a associação entre DM2 e comprimento de 
telômeros seja observada utilizando-se leucócitos do sangue periférico, é possível que 
seja reflexo do encurtamento dos telômeros nas células beta pancreáticas, processo 
potencialmente relacionado à maior taxa de apoptose destas e, assim, maior risco de 
DM2 e suas complicações (54). A diversidade de resultados dos estudos encontrados 
na literatura pode, ainda, refletir que a dinâmica dos telômeros seja influenciada pela 
variabilidade genética/grupo populacional (43, 55). 
Considerando-se que a associação entre o comprimento dos telômeros e a 
ocorrência de DM2 não foi estudada na população brasileira e que a associação entre 
estas variáveis possa variar conforme a grupo populacional, a proposta desse estudo 







2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Diabetes Mellitus Tipo 2 
 
O DM2 constitui grupo de doenças metabólicas que apresenta, como 
característica comum, hiperglicemia crônica resultante de defeitos da secreção e ação 
da insulina (56-59). A hiperglicemia crônica, por sua vez, é associada ao 
desenvolvimento de danos em longo prazo, que incluem disfunção e insuficiência de 
diferentes órgãos, em especial rins, nervos, retina e coração. Sua etiologia é 
multifatorial e sua prevalência, morbidade e mortalidade vêm aumentando rapidamente 
em todo o mundo (5, 60, 61). 
O DM2 tem como principais componentes fisiopatológicos a resistência à ação 
da insulina e deficiência secretória relativa das células beta (62, 63). Entre os fatores de 
risco para a sua ocorrência, destacam-se o excesso de peso (sobrepeso ou obesidade), 
história familiar de DM2 e/ou de diabetes gestacional, bem como hipertensão arterial e 
dislipidemia (64-66). 
 A obesidade, especificamente, não apenas constitui fator de risco significativo 
para o desenvolvimento do DM2, como também resulta em impacto negativo sobre a 
progressão do diabetes, sendo observado aumento da morbidade e mortalidade entre 
pacientes obesos com DM2 (9, 67, 68). A obesidade freqüentemente se apresenta no 
contexto da síndrome metabólica (SMet). Esta é caracterizada por associação de 
alterações metabólicas interconectadas, que aumentam o risco de doenças 
cardiovasculares. As características clínicas e bioquímicas da SMet, além da obesidade 
e do DM2, incluem a dislipidemia aterogênica [triglicerídeos (TGL) aumentados, 
diminuição da lipoproteína de alta densidade (HDL-c) e aumento da quantidade de 
partículas pequenas e densas lipoproteína de baixa densidade (LDL-c), mais 
aterogênicas], hipertensão arterial sistêmica, elevação de marcadores pró-inflamatórios 
e pró-trombóticos, bem como aumento de anti-fibrinolíticos(69). A SMet também está 
associada a variedade de outras condições, como a doença hepática gordurosa não 
alcoólica, síndrome de apneia obstrutiva do sono, síndrome dos ovários policísticos, 






2.1.1 Aspectos epidemiológicos do diabetes mellitus 
 
A incidência do DM2 está aumentando, nas últimas décadas, em proporções 
epidêmicas, sobretudo na faixa etária entre 30 e 69 anos (73, 74), e em paralelo à 
epidemia da obesidade, constituindo um dos maiores problemas de saúde pública 
mundial (75, 76). A doença está associada a elevada morbidade e mortalidade, 
comprometimento da qualidade de vida e aumento dos custos relacionados à saúde. 
Em 2010, os custos relacionados ao tratamento do DM2 e de suas complicações 
totalizaram 376 bilhões de dólares, ou 12% das despesas de saúde global o que 
representa gasto anual de 1330 dólares por pessoa (77, 78).A prevalência do DM2 
aumentou muito em todos os países, inclusive os de baixa e média renda, nas últimas 
décadas. Os dados mais recentes da Federação Internacional de Diabetes (IDF) 
indicam que o DM2 afetou 415 milhões de pessoas em todo o mundo em 2015, número 
que deverá crescer para 462 milhões até 2040(3, 79). 
A prevalência global estimada em 2013 foi de 8,3% entre as pessoas com idades 
entre 20 e 79 anos, com os países mais populosos do mundo, a Índia e a China, 
atingindo taxas de prevalência entre 9 e 10%, correspondentes a 65 e 100 milhões em 
números absolutos, respectivamente. Particularmente, elevadas taxas de prevalência 
são encontradas no México (12,6%) e Egito (16,8%), superando as taxas da maioria 
dos países de alta renda, incluindo os EUA (9,2%) e Alemanha (8,2%) (5, 79-81). 
 Dados mais recentes apontam que a prevalência global entre os sexos 
masculino e feminino em 2015 é mais frequente em mulheres (199,5 milhões) do que 
homens (215,2 milhões) (5).O aumento da prevalência de diabetes em países de média 
e baixa renda parece estar relacionado à rápida urbanização, à transição da nutrição e 
a estilos de vida cada vez mais sedentários (75). A forma mais comum de diabetes, o 
DM2, afeta cerca de 90% das pessoas com diabetes, enquanto os 10% restantes são 
representados principalmente pelo DM1 e diabetes gestacional (75, 79, 82).  
No Brasil, o DM2 foi responsável por 5,3% dos óbitos ocorridos em 2011, com 
taxa de mortalidade de 33,7 óbitos a cada 100 mil habitantes, apesar da redução de 





agudas da doença, quase sempre preveníveis pelo pronto atendimento, foi de 2,45 
óbitos por 100 mil habitantes em 2010, sendo de 0,29 por 100 mil habitantes entre os 
menores de 40 anos de idade (83). 
Estima-se que o número de adultos com intolerância à glicose, ou pré-diabetes, 
vai aumentar de 344 milhões em 2010 para 472 milhões em 2030 (73, 75). O aumento 
da prevalência da doença, por sua vez, ameaça reverter os ganhos econômicos dos 
países em desenvolvimento, que apresentam, em geral, infraestrutura limitada para 
tratamento da doença (84). 
 
2.1.2 Fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 2 
 
A hiperglicemia que caracteriza o DM2, como comentado anteriormente, é 
resultado, sobretudo, da combinação de resistência à insulina e de secreção 
inadequada de insulina pela célula beta- pancreática (Figura 1). A contribuição relativa 
de cada um desses fatores é variável entre diferentes pacientes (85) e ambos são 
influenciados por interações entre fatores genéticos e ambientais (6, 86, 87). Sua 
conseqüência, a hiperglicemia crônica, apresenta importante papel na gênese das 








Figura 1. Esquema simplificado da fisiopatologia do DM2. A resistência à ação da insulina, em 
particular no fígado, tecido adiposo e músculo esquelético, em conjunto com disfunção secretória da 
célula beta pancreática, determinam a hiperglicemia crônica, característica do DM2. A contribuição de 
cada componente fisiopatológico, resistência à insulina e disfunção da célula beta, são variáveis nos 
diferentes portadores de DM2. 
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Os mecanismos patogênicos em DM2 não envolvem apenas insulina, mas 
também o glucagon, um hormônio produzido pelas células alfa das ilhotas e principal 
hormônio contrarregulador da glicose. Fisiologicamente, a insulina inibe a secreção do 
glucagon; em situações como o jejum, a redução da concentração circulante de glicose, 
em presença de menores concentrações circulantes de insulina, estimula a secreção do 
glucagon que, por sua vez, estimula uma série de processos que apresentam como 
efeito final comum o aumento da concentração circulante de glicose (65). 
No DM2, com o declínio progressivo da função secretória das células beta 
pancreáticas, ocorre diminuição da secreção de insulina e supressão insuficiente de 
secreção de glucagon (57, 73). Em conjunto com a resistência à insulina, o aumento da 
secreção de glucagon se traduz em redução das respostas metabólicas à insulina (65, 
89) 
Em populações de alto risco para desenvolvimento de DM2, em especial de 
obesos, a resistência à insulina está bem estabelecida muito antes do desenvolvimento 
de hiperglicemia, particularmente em indivíduos com acúmulo de gordura abdominal ou 
ectópica (65, 77). Neste contexto, a resistência à insulina é compensada por aumento 
da secreção de insulina pelas células beta. Quando se soma a disfunção secretória da 
célula beta, no entanto, a resistência insulínica não é mais compensada e observa-se o 
desenvolvimento de glicemia de jejum alterada e/ou intolerância oral à glicose, estados 
conhecidos como pré-diabetes ou disglicemia, e caracterizados por concentrações 
circulantes de glicose superiores às normais porém não suficientes para o diagnóstico 
de diabetes. Quando a disfunção secretória da célula beta se torna mais grave, a 
hiperglicemia atinge valores compatíveis com o diagnóstico do diabetes (65, 90).  
A hiperglicemia crônica resulta em dano tecidual por cinco mecanismos 
principais: (i) aumento do fluxo de glicose e outros açúcares através da via do poliol, (ii) 
aumento da formação de produtos finais de glicação avançada, (iii) aumento da 
expressão dos receptores de produtos finais de glicação avançada, (iv) ativação da 
proteína quinase C (PKC) e (v) aumento da atividade da via da hexosamina. Todos 
estes eventos resultam em aumento da produção mitocondrial de ERO (91, 92) no 
endotélio da micro e macrocirculação, e constituem eventos essenciais ao 





As complicações diabéticas microvasculares, específicas da doença, são 
determinadas por hiperglicemia crônica. Há também a contribuição de fatores genéticos 
e outros fatores de risco para desenvolvimento de aterosclerose, como hipertensão 
arterial e dislipidemia (61, 93-95).  
 
2.1.3 Diagnóstico do diabetes mellitus tipo 2 
 
A hiperglicemia que caracteriza o DM2 é muitas vezes assintomática ou 
acompanhada de sintomas inespecíficos, como tonturas, turvação visual e cãibras, de 
forma que quando não rastreada de rotina a doença pode ser diagnosticada 
tardiamente. A Associação Americana de Diabetes (American Diabetes Association, 
ADA) recomenda que a doença seja rastreada a partir dos 45 anos, em indivíduos 
assintomáticos, ou mais precocemente, na presença de fatores de risco, incluindo 
sedentarismo, sobrepeso/obesidade, história familiar de DM, história pessoal de doença 
cardiovascular, mulheres com antecedente de macrossomia fetal, hipertensão arterial, 
síndrome dos ovários policísticos, HDL baixo ou hipertrigliceridemia (96, 97). 
O rastreamento, assim como o diagnóstico, deve ser realizado pela investigação 
de hiperglicemia, avaliada pela glicemia de jejum, glicemia aleatória 
(independentemente do último horário da última refeição), glicemia pós-sobrecarga oral 
de glicose ou hemoglobina glicada (98). 
No Quadro 1, são apresentados os valores de glicemia considerados normais, 
indicativos de pré-diabetes ou de DM para cada um desses testes. Segundo a 
Sociedade Brasileira de Diabetes, a glicemia de jejum e a hemoglobina glicada 
constituem a maneira mais usual de avaliação para diagnóstico do DM2. A hemoglobina 
glicada constitui o produto da reação não enzimática entre a glicose e um grupo amino-
terminal de resíduo de valina na cadeia beta da hemoglobina. O percentual de 
hemoglobina glicada depende da concentração plasmática média de glicose e constitui 
indicador da concentração média de glicose nos 3 meses anteriores, período que 
representa o tempo médio de vida de uma hemácia. Quanto maior a concentração 






Em 1997 e 2003, o Comitê de Especialistas em Diagnóstico e Classificação do 
diabetes mellitus reconheceu um grupo intermediário de indivíduos cujas concentrações 
circulantes de glicose não satisfazem aos critérios para o diagnóstico do DM, mas são 
mais elevados que os normais (57, 96, 101-103). Estes indivíduos, indicados como pré-
diabéticos, podem ser separados em duas diferentes condições: glicemia de jejum 
alterada (GJA) e intolerância oral à glicose (IOG), dependendo do tipo de teste utilizado 
para o diagnóstico (65) 
 















Tolerância normal à glicose < 99 < 140 < 5,7 
Pré-diabetes 100-125 140-199 5,7 a 6,4 
Diabetes
3,4
 > 126 > 200 > 6,5 
Fonte: Associação Americana de Diabetes e Sociedade Brasileira de Diabetes. 
1
 Glicemia de jejum: glicemia após jejum de 8h; 2 avaliada pela administração de 75g de glicose anidra, por via oral, 
 e avaliação da glicemia após duas horas; 3 O diagnóstico do diabetes pode ser realizado também pela determinação  
da glicemia aleatória; para valores superiores a 200 mg/dL, em presença de sintomas de diabetes, o diagnóstico  
é confirmado; 4 Para confirmação diagnóstica do DM, a presença de qualquer um dos 3 testes positivos (glicemia de 
 jejum, glicemia pós-sobrecarga ou hemoglobina glicada) deve ser confirmada pela repetição do teste realizado  
ou realização de segundo teste diferente. 
 
2.1.4 Estresse oxidativo e lipoperoxidação no diabetes mellitus tipo 2 
 
O estresse oxidativo (EO) pode ser definido como desequilíbrio entre compostos 
oxidantes e antioxidantes, em favor da geração excessiva de radicais livres ou em 
detrimento da velocidade de remoção destes, e que potencialmente determina dano 
oxidativo em células e tecidos(104). 
O crescimento excessivo do tecido adiposo pode ocasionar aumento da 
produção de ácidos graxos não esterificados (AGNE), o que dá início à disfunção 
mitocondrial, que se configura pela redução de ATP (adenosina-trifosfato), acúmulo de 





constituem importante componente fisiopatológico da resistência à ação da insulina, 
alterações da homeostase da glicose e doença cardiovascular (68, 92, 95).  
No contexto da obesidade abdominal e SMet, o tecido adiposo constitui tecido 
chave de início da resposta inflamatória e EO que determinam a resistência à ação da 
insulina. O tecido adiposo é considerado hoje não um simples órgão para 
armazenamento energético, mas um tecido dinâmico, que participa ativamente da 
comunicação intertecidual responsável pela regulação do metabolismo energético (105-
108) (Figura 2). 
 
   
Figura 2. Tecido adiposo, estresse oxidativo e fisiopatologia de doenças metabólicas. A disfunção do 
tecido adiposo ocasiona processo inflamatório e lipotoxicidade, cujas manifestações são a esteatose 
hepática e deposição muscular de lipídeos e dislipidemias, que podem ser fator de risco para DM, doença 
renal crônica e cardiopatias. Adaptado de Murdolo e Colaboradores(2013) (68).  
 
Alterações da homeostase energética são associadas ao envelhecimento por 





aumento da produção de ERO resulta em dano celular (68, 109). As ERO, assim como 
espécies reativas de nitrogênio (ERN), em condições normais, são importantes 
reguladores de processos fisiológicos. No entanto, o excesso de produção destes 
compostos leva ao aumento da atividade de algumas vias intracelulares que estão 
relacionadas ao aparecimento de várias doenças (110). O EO é implicado como 
potencial mecanismo na patogênese de complicações diabéticas micro e 
macrovasculares, tanto por aumento e produção de radicais livres (111, 112), como por 
diminuição da defesa antioxidante (113, 114). 
Acredita-se que um dos importantes desencadeadores do EO no DM seja a 
hiperglicemia (66, 115, 116). No entanto, alguns autores não indicam ligação direta 
entre hiperglicemia e o EO (117).  
Os mecanismos que determinam aumento do EO no DM2 incluem fatores 
relacionados diretamente à hiperglicemia, como aumento não enzimático da 
glicosilação de biomoléculas (118, 119) e auto-oxidação da glicose, além da resposta 
inflamatória (51, 120, 121), resistência à insulina e dislipidemia. Cada um destes 
contribui para a superprodução de superóxido mitocondrial em células chave das 
complicações da doença, como as células endoteliais (26). O principal determinante de 
mortalidade entre portadores de DM2 são as doenças cardiovasculares, associadas à 
aterosclerose acelerada (122). A fisiopatologia da aterosclerose no contexto do DM2 é 
complexa, envolvendo a hiperglicemia crônica e a dislipidemia característica de estados 
de resistência à insulina (92, 123-127). 
O aumento do EO é evidente pouco tempo após a instalação das alterações 
metabólicas relacionadas ao DM2 e antes que as complicações vasculares tornem-se 
manifestas (128-130), em concordância com seu papel causal no desenvolvimento 
destas complicações. Além disso, os efeitos do EO em indivíduos com DM2 são 
agravados pela inativação de duas enzimas envolvidas em proteção vascular, a 
sintetase de óxido nítrico endotelial e sintetase de prostaciclina (26). 
As alterações glicêmicas e a resistência à insulina estão associadas à liberação 
de citocinas pró-inflamatórias, como interleucina 1 beta (IL-1ß) e fator de necrose 





O estado pró-inflamatório resultante também pode levar à maior formação de 
ERO e, assim, contribuir para o EO (132-135). A lipoperoxidação (LPO) é conseqüência 
da ação de ERO sobre lipídeos. Os ácidos graxos interagem com as ERO que, por sua 
vez, alteram a estrutura dos lipídeos da membrana celular e isto desencadeia uma 
seqüência de eventos que resulta em lesão celular (136, 137) (Figura 3). 
Além do dano aos lipídeos celulares, os ER danificam outras biomoléculas, 
incluindo ácidos nucleicos e proteínas (138, 139). O radical hidroxila é reage com todos 
os componentes da molécula de DNA: bases nitrogenadas e também a desoxirribose. 
Uma das conseqüências da reação com o DNA é a formação de 8-OH-G(8-
hidroxiguanidina) que, por sua vez, modifica permanentemente o material genético (14, 
140). 
 
Figura 3. Formação de Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) e estresse oxidativo. O EO 
desempenha papel importante em processos fisiológicos e patológicos. A produção de ERO a partir de 
qualquer fonte pode conduzir à ativação das oxidases de NADPH, e a conversão da xantina 
desidrogenase em xantina oxidase, pode estimular a produção de espécimes reativas de oxigênio na 
mitocôndria ou resultar no desacoplamento da óxido-nítrico sintetase endotelial (eNOS). Adaptado de 







Todas estas alterações celulares relacionadas ao EO resultam, em conjunto, em 
comprometimento da integridade celular (132, 142-144). Diante destes aspectos, o EO 
e a peroxidação lipídica a ele associada, vêm sendo considerados mecanismo 
importante na fisiopatologia de doenças associadas à resposta inflamatória e 
senescência celular, como o DM2 e suas complicações micro e macrovasculares (145-
150). 
Marcadores de LPO podem ser utilizados para monitorar o estado de estresse 
oxidativo. Entre eles, destaca-se a determinação de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARs) (151) que quantifica hidroperóxidos de lipídeos e aldeídos, como 
o malondialdeído (MDA) (152), em amostra de soro através do método colorimétrico 
(153). Uma molécula de MDA reage com duas moléculas do ácido 2-tiobarbitúrico, via 
condensação tipo Knoevenagel, para gerar cromóforos com absorbância máxima em 
532 nm (Figura 4). Em consistência com a utilidade destes marcadores, há diversos 
estudos que sugerem a associação entre o DM2 e a elevação da concentração de 
marcadores de EO circulantes (101, 154-156). 
 
Figura 4. Reação entre o ácido tiobarbitúrico (TBARS) e malondialdeído (MDA) e absorbância máxima de 
532nm (nanômetros) Benzie e Colaboradores (1996)(157). 
2.1.5 Defesas antioxidantes no diabetes mellitus tipo 2 
 
O DM2 é caracterizado por vários distúrbios metabólicos que comprometem o 
equilíbrio entre as ERO e defesas antioxidantes celulares (12). O EO, como descrito 
anteriormente, decorre de desequilíbrio entre a geração de compostos oxidantes e a 





produção de ERO, é observada também redução da capacidade antioxidante(158, 
159). 
A exposição a radicais livres a partir de variedade de fontes levou os organismos 
desenvolverem uma série de mecanismos de defesa antioxidante (160). Os 
antioxidantes são agentes químicos ou biológicos capazes de neutralizar a ação 
potencialmente prejudicial dos radicais livres (114). Durante o processo evolutivo, em 
resposta à criação de radicais livres, mecanismos de defesa antioxidantes protetores 
foram criados. Em um corpo saudável, há um equilíbrio entre processos oxidativos e 
sua capacidade antioxidante; mas quando o equilíbrio é perturbado, "moléculas 
biologicamente hiperativas de oxigênio‖ gerado, podem atuar como agentes de 
sinalização através de vários caminhos chamados de ―sinalização-redox"(121). 
Assim é possível que a redução dos sistemas de defesa antioxidante estejam 
envolvidos no desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, DM2, cardiopatias, 
entre outras (138, 139, 161, 162).Os antioxidantes atuam por diferentes mecanismos, 
denominados mecanismos preventivos, físicos ou enzimáticos. Entre os sistemas de 
defesa enzimáticos estão as enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa 
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). Os antioxidantes não enzimáticos são 
representados pelo ácido ascórbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa 
(GSH), carotenoides, flavonoides, licopeno, beta-caroteno, vitamina A, retinol, coenzima 
Q10, entre outros (139, 163).  
O plasma e soro humanos representam excelente fonte de marcadores in vivo de 
estresse oxidativo, uma vez que nele são transportados e redistribuídos antioxidantes e 
endobióticos modificados por ação de ERO e ERN (138, 164, 165). Há muitos 
compostos presentes no plasma que protegem células e biomoléculas do EO. A ação 
combinada de todas as moléculas com atividade antioxidante no plasma representa a 
capacidade antioxidante do plasma (166, 167).  
De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes(59) um marcador de estresse 
oxidativo ideal deve ser capaz de fornecer indicação precoce da doença e/ou de sua 





i. Um produto estável, não suscetível à indução por artefatos, oxidação ou 
perda durante o processamento, a análise e o armazenamento; acessível 
por meio do tecido-alvo ou de um material biológico derivado deste tecido;  
ii. Detectado em concentrações suficientes; específico da ERO a ser 
avaliada e não sofrer interferência de fatores que possam alterar os 
resultados.  
iii. Reprodutível; de fácil detecção em estudos populacionais; e apresentar 
pouca variabilidade intraindividual.  
 
Sabe-se que há evidência clínica e experimental do aumento do estresse 
oxidativo em ambos os tipos de diabetes, inclusive em suas fases precoces; há, no 
entanto, controvérsias sobre qual marcador de estresse oxidativo seria mais confiável e 
aplicável na prática clínica(168, 169). 
Um dos marcadores que podem ser utilizados para avaliação da peroxidação 
lipídica são os isoprostanos que constituem uma série de compostos semelhantes às 
prostaglandinas formados in vivo por um mecanismo não enzimático envolvendo 
peroxidação do ácido araquidônico por ERO, independente da ciclo-oxigenase(170-
172). 
Em concordância com o papel do EO na fisiopatologia do DM2, alguns estudos 
sugerem que marcadores de defesa antioxidantes estão presentes em baixa 
concentração no plasma e soro de pacientes com a doença, quando comparados a 
controles com tolerância normal à glicose (173-175). O aumento de marcadores de EO 
e a diminuição da capacidade antioxidante estão correlacionados também com as 
complicações crônicas do DM2 (176), incluindo retinopatia, nefropatia, neuropatia e 
cardiopatia(177). 
Diversas abordagens metodológicas foram desenvolvidas para avaliar as 
defesas antioxidantes. A capacidade antioxidante total (CAOT) foi primeiramente 
utilizada para caracterizar a capacidade do plasma em diminuir a oxidação, induzida 
quimicamente, de substrato facilmente detectável (178). O termo "CAOT" foi introduzido 





utilizados para avaliar as defesas antioxidantes em fluidos corporais, alimentos, bebidas 
e outros sistemas biológicos ou químicos. 
 A avaliação da CAOT é baseada na mistura de um substrato oxidável e um 
agente oxidante para obtenção de oxidação máxima do substrato a ausência ou 
presença da amostra em que se pretende avaliar a capacidade antioxidante. A 
extensão da oxidação do substrato define a proteção conferida por defesas 
antioxidantes na amostra. A maioria destes ensaios apresenta bom desempenho e 
execução simples daí sua realização frequente (182). 
Uma molécula de antioxidante pode ser identificada pela sua estrutura química. 
Este tipo de molécula participa de reações de eliminação de radicais livres e / ou a 
quelação de metais redox-ativos. Um ensaio baseado neste princípio é o de capacidade 
de absorção de radicais oxigenados (ORAC), em que a amostra a ser testada é 
―desafiada‖ com o radical peroxila; este ensaio avalia apenas substâncias capazes de 
interceptar estes radicais.  
A medida plasmática direta de ERO é difícil, devido à alta reatividade dessas 
moléculas. Alguns estudos têm focado a medida da capacidade total antioxidante do 
plasma (total antioxidant buffering capacity of plasma), que reflete a resposta do 
sistema antioxidante à presença de ERO (176).  
Outro ensaio para medida de defesas antioxidantes, especificamente no plasma, 
é o poder antioxidante de redução do ferro (ferric reducing ability of plasma), 
considerado medida direta do ―poder antioxidante total‖. Neste ensaio, realizado em pH 
baixo, os antioxidantes presentes no plasma reduzem Fe+3 a Fe+2, o qual é quelado 
pela 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe+2-TPTZ, de 
coloração azul intensa, cuja formação pode ser detectada em espectrofotômetro a 593 






2.2 TELÔMEROS E TELOMERASE 
 
2.2.1 Histórico e considerações gerais 
 
Os telômeros constituem repetições da seqüência TTAGGG, com comprimento 
total variável, implicadas na manutenção da integridade dos cromossomos eucarióticos 
lineares e, assim, da estabilidade cromossômica (44, 184). 
As extremidades cromossômicas foram descritas por Muller e Bárbara 
McClintock em 1938, em seus estudos com Drosophila (mosca da fruta). Este 
pesquisador inicialmente observou que as extremidades de cromossomos lineares 
apresentavam propriedades únicas, e as denominou de telômeros (do grego telos, ―fim‖ 
e mero, ―parte‖), com base em sua posição cromossômica. Em experimentos de 
indução de quebras cromossômicas por raios X, Muller observou que as extremidades 
cromossômicas apresentavam resistência significativa aos efeitos dos raios X, e 
postulou que estas regiões apresentariam um gene ―terminal‖, com função de proteger 
o cromossomo e garantir sua estabilidade (185).  
Subseqüentemente, observou-se, em estudos com o protozoário Tetrahymena e 
com leveduras, que as extremidades dos cromossomos eram protegidas por seqüência 
repetidas de hexanucleotídeos (5’-CCCCAA-3’ em uma fita e 5’-TTGGGG-3’ na outra, 
na Tetrahymena), e que não eram codantes, ou seja, não representavam genes como 
Muller havia postulado (186-189). Mais recentemente, foi mostrado que as 
extremidades dos cromossomos eucarióticos apresentam a mesma estrutura geral 
(seqüência repetitivas ricas em guanina e timina), o que indica sua conservação ao 
longo da evolução e reforça, assim, sua importância (190, 191). 
Quando esta estrutura é ausente, a fusão de extremidades cromossômicas pode 
ocorrer, com subsequente morte celular. Na década de 1970, James D. Watson 
descreveu o que ele chamou de "problemas de replicação final‖. Durante a replicação 
do DNA, a DNA polimerase não replica totalmente a extremidade 5’ terminal do 
cromossomo, deixando uma pequena região do telômero não copiada. Ele postulou que 
seria necessário mecanismo compensatório para preencher esta lacuna terminal do 





e Greider, foi descrita a existência de atividade enzimática em extratos de células 
embrionárias capazes de acrescentar seqüência repetidas de hexanucleotídeos às 
extremidades dos cromossomos naturais, o que levou, mais tarde, à identificação da 
enzima telomerase (189, 194). 
A integridade dos telômeros é condição essencial à manutenção da capacidade 
de divisão celular. Acreditava-se, inicialmente, que células normais mantidas em cultura 
apresentavam capacidade indefinida de se dividir. Entretanto, o processo de 
senescência celular ficou bem estabelecido. Existem dois tipos de senescência celular: 
(i) a replicativa proposta por Hayflick e (ii) a senescência prematura(195-197). 
Leonard Hayflick´s observou que fibroblastos humanos normais mantidos em 
cultura apresentavam sobrevida limitada, diferentemente de células tumorais (198), e 
denominou esta capacidade finita das células normais de ―limite de Hayflick‖, conhecido 
também como senescência replicativa. Subseqüentemente, inúmeros experimentos 
foram conduzidos para compreender os mecanismos responsáveis pelo ―limite de 
Hayflick‖ e foi observado que um de seus principais determinantes é o comprimento dos 
telômeros (197, 199). A cada divisão celular, o comprimento do DNA telomérico tende a 
diminuir e, depois que atinge limite crítico, a sobrevida da linhagem celular é limitada 
por mecanismos como apoptose e degeneração, caracterizando a senescência celular 
(200-202). 
De acordo com as teorias estocásticas do envelhecimento, os danos que se 
acumulam com o tempo nos componentes celulares são responsáveis pelo 
envelhecimento celular que pode dar início à senescência prematura, e esta pode ser 
acionada por fatores distintos tais como: estresse oxidativo e à presença de agentes 
que atuem ao nível subcitotóxico, infecções virais, ativação de oncogenes, processos 
inflamatórios crônicos (―fenótipo secretor associado à senescência‖ –SASP)e danos ao 
DNA(195, 196, 203-206) 
 
2.2.2 Estrutura dos telômeros e atividade da telomerase 
 
Os telômeros dos humanos consistem de repetições da seqüência TTAGGG 





conforme esquematizado na Figura 5. Nesta extremidade, o DNA dobra-se sobre si 
mesmo para formar uma alça, denominada alça T (T-loop) (18). As seqüência 
teloméricas se ligam a complexos proteicos, com funções variadas, entre elas a de 
promover a formação da alça T, regular o comprimento do telômeros e proteger as 
extremidades dos cromossomos lineares (18, 190, 191, 207)(Figura 5). 
A atividade de telomerase, observada inicialmente no protozoário Tetrahymena 
thermophila por Blackbun e Greider em 1985 (208), foi identificada em células humanas 
em 1989, por Morin. A pequena quantidade de telomerase em células humanas 
dificultava os avanços das pesquisas, até que em 1994 foi desenvolvido um ensaio 
baseado em PCR, denominado protocolo de amplificação de repetições teloméricas 
(TRAP, telomeric repeat amplification protocol), por Shay, Wright e colaboradores, que 
aprimorou a capacidade de detecção da atividade da enzima em células humanas. A 
partir daí, uma série de investigações foi realizada e permitiu melhor caracterização da 
telomerase. A importância dos achados destas investigações foi destacada em 2009, 
quando 3 pesquisadores envolvidos nestas investigações, Elizabeth Blackburn, Jack 




Figura 5. Estrutura proposta para o complexo telomérico humano. Os telômeros são constituídos de 
repetições da seqüência TTAGGG (e de sua seqüência complementar, na estrutura da dupla hélice de 
DNA), e na fita com extremidade 3’ livre há protrusão das repetições TTAGGG de fita simples seguida de 
seqüência, também fita simples, rica em guanina. Esta região forma uma alça (alça-T, T-loop) e o 
segmento de fita simples na extremidade invade a dupla hélice, desloca uma porção da fita contendo as 
repetições TTAGGG (que se liga à proteína POT1) e pareia-se com a fita complementar. As outras 
proteínas representadas esquematicamente (TRF, TTAGGG repeat-binding factors, 1 e 2) associam-se 








A telomerase é um complexo ribonucleoproteico único composto pela 
subunidade catalítica denominada transcriptase reversa da telomerase (hTERT, human 
telomerase reverse transcriptase), um componente de RNA da telomerase (TR ou 
TERC, telomerase RNA) e pela disquerina (DKC1). O componente de RNA atua como 
molde para a extensão dos telômeros, na medida em que é constituído por repetições 
da seqüência complementar à dos telômeros (5’-CCCTGG-3’) (211, 212) (Figura 6). A 
função da telomerase é altamente regulada em células normais, por mecanismos 
complexos, que incluem o controle transcricional e pós-transcricional da subunidade 
catalítica hTERT (194, 213).A maturação do complexo da telomerase, formado pelas 
subunidades TERT e TR, ocorre através de diversas associações de proteínas no corpo 
Cajal (212, 214, 215).  
Embora TERT e TR sejam suficientes para gerar a atividade da enzima in vitro, a 
telomerase depende de outras proteínas para a sua montagem e regulação (212, 216). 
Uma das proteínas do complexo da telomerase em mamíferos, melhor caracterizada é 
a proteína disquerina. A disquerina (DK1) forma um complexo central com três 
proteínas menores, NHP2, NOP10 e GAR1 (217), que se liga a um motivo H/ACA de 
RNA estrutural dentro da TERC (bem como pequenas moléculas de RNA nucleolar) e é 









Figura 6 O complexo Telomerase. O complexo de enzima telomerase é composto pela TERT 
(transcriptase reversa) e TERC(TR ou RNA telomerase)que contém um motivo 3'H/ACA que se liga à 
proteína disquerina, a qual faz parte de um complexo de disquerina, maior, que também consiste em 
NHP2, NOP10 e GAR1. A proteína do corpo Cajal (TCAB1) se liga em um motivo de localizado no corpo 




Durante a duplicação do DNA de cromossomos lineares, ocorre replicação 
incompleta fita 3’, conhecida como "problema da replicação final". A DNA polimerase 
requer pequenas seqüência de RNA, conhecidas como iniciadores ou primers, para 
iniciar a replicação, conduzida do sentido 5’ para o 3’. Considerando-se que as duas 
fitas que compõem o DNA molde são antiparalelas, a replicação ocorre em dois 
sentidos. A fita molde com sentido 3’ para 5’ é replicada de forma contínua (uma vez 
que a fita ―filha‖, antiparalela à fita molde, será sintetizada do sentido 5’ para o 3’, pela 
DNA polimerase) e a fita molde com sentido 5’ para 3’ é replicada de forma descontínua 
ou fragmentada, uma vez que a fita ―filha‖ será sintetizada em fragmentos, do sentido 5’ 
para o 3’, à medida que o DNA é desnaturado. Estes fragmentos são conhecidos como 
fragmentos de Okazaki, e cada um deles, apresentam seu próprio iniciador ou primer. A 





são subsequentemente degradados e reconstituídos com desoxirribonucleotídeos 
complementares à fita molde, pela maquinaria de reparo do DNA (215, 221). 
Na extremidade 3’ da fita molde, replicada de forma descontínua, não é possível 
o reparo da lacuna resultante da remoção do último iniciador de RNA, de forma que a 
molécula recém-sintetizada de DNA apresenta uma de suas fitas mais curta e, com 
sucessivas divisões celulares, há tendência de encurtamento progressivo dos telômeros 
(222). Sem um mecanismo especial para auxiliar a replicação das extremidades, os 
cromossomos lineares seriam um pouco mais curtos a cada geração celular, até que se 
tornariam tão curtos que haveria instabilidade cromossômica e morte da linhagem 
celular. Postula-se que este processo possa atuar como mecanismo de contagem 
molecular, marcando o número de divisões celulares e funcionando como relógio 
mitótico e indicador de senescência celular (223).  
A enzima telomerase, no entanto, resolve este problema ―do final da replicação‖ 
por meio da adição de seqüência teloméricas às extremidades dos cromossomos (210). 
A enzima é uma DNA polimerase especializada que sintetiza novas seqüência dos 
telômeros no final dos cromossomos (189, 224). A telomerase tem dois componentes 
conservados que desempenham a função de adição das sequencias teloméricas: a 
proteína do núcleo da telomerase, TERT, que contém o domínio da transcriptase 
reversa da telomerase, e um componente de RNA essencial, TR (também conhecido 
como TERC), que se complexa com TERT e fornece o modelo para a síntese da 







Figura 7. Replicação incompleta da fita 3’, conhecida como "problema da replicação final", e 
atividade da telomerase. . Imagem superior: os nucleotídeos na extremidade 3’ do iniciador de DNA no 
telômero são hibridizados com o molde de RNA no domínio de RNA do complexo da telomerase. Imagem 
inferior: o hiato formado ao final do molde é então preenchido pela adição de nucleotídeos 
complementares, no sítio catalítico do complexo da telomerase (hTERT), de modo que a extremidade 
telomérica é alongada de modo complementar ao molde de RNA. Adaptado de (Neidle and Parkinson 
2002 (226). 
 
O recrutamento da telomerase para os telômeros e sua atividade enzimática é 
modulado por ampla rede de complexos proteicos. O principal deles é conhecido como 
o telossomo ou Shelterin e, em humanos, é formado por seis proteínas: TRF1 e 2 (fator 
de ligação à repetição telomérica, telomeric repeat-binding factor 1 e 2), RAP1 (proteína 
ativadora de repressor, repressor activator protein 1), POT1 (proteção dos telômeros, 
protection of telomeres 1), TPP1 (telomeric protein 1) e TIN2 (proteína de interação com 
TRF1, TRF1 interacting protein) (18, 227), conforme esquematizado na Figura 8. 
 Estas estruturas estão localizadas na extremidade dos cromossomos e as 







Figura 8 O complexo Shelterin. Apresenta 6 subunidades e associa-se com a seqüência 
telomérica. O complexo shelterin é formado por TRF1, TRF2 (fator de ligação à repetição telomérica, 
telomeric repeat-binding factor 1 e 2), POT1((proteção dos telômeros 1), TIN2(proteína de interação com 
TRF1, TRF1), RAP1(proteína ativadora de repressor) e TPP1(proteína telomérica 1). As proteínas TRF1 
e 2 estabelecem a especificidade do complexo pela seqüência telomérica em Razão de sua capacidade 
de reconhecer a seqüência TTAGG. A proteína POT1 liga-se ao segmento de fita simples TTAGGG. 
Adaptado de Sarek e colaboradores (2015) (229).  
 
As proteínas TRF1 e 2 ligam-se às unidades teloméricas de fita dupla formando 
homodímeros. ATRF1 tem ação direta na homeostase do comprimento do telômero e 
regula a progressão do ciclo celular e a TRF2 contribui na formação da alça T (T-loop ) 
e na regulação do comprimento telomérico, inibindo a recombinação não homóloga de 
cromossomos (194).A RAP1, altamente conservada e com três domínios (RCT, BRCT e 
Myb), associa-se ao telômero por interação com a TRF2 . A POT1 e a TPP1 interagem 
e ligam-se à parte telomérica de fita dupla e a POT1 protege a extremidade 3’ do 
telômero da ação da telomerase e também de danos ao DNA e a TTP1 interage 
diretamente coma telomerase para o recrutamento do telômero (194). A TIN2, por sua 
vez, é um componente central do telossomo que se liga à TRF1 e TFR2. As seis 
proteínas descritas parecem funcionar como plataforma que recruta proteínas de 
diversas vias para a manutenção e proteção dos telômeros (194, 230, 231) (Figura 8).  
A atividade da telomerase em mamíferos humanos é regulada diferencialmente 
de acordo com o tipo celular. A desregulação da atividade da telomerase é observada 





expressão haplo-insuficiente de componentes da telomerase está associada a várias 
síndromes de envelhecimento precoce de etiologia genética (232, 233). Alterações do 
DNA observadas com sucessivos ciclos celulares são observadas com o 
envelhecimento e parecem estar relacionadas ao aparecimento de doenças 
relacionadas ao processo envelhecimento; para estas doenças, contribuem, também, a 
resposta inflamatória e alterações do equilíbrio redox (234-236). 
 
2.2.3 Comprimento dos telômeros e diabetes mellitus tipo 2 
 
Nos últimos anos, alterações da biologia dos telômeros vêm sendo associadas a 
doenças crônicas como o DM2 (237). A associação entre o comprimento dos telômeros 
e o DM2 foi inicialmente descrita por Adaikalakoteswar e cols. em 2005, na população 
indiana asiática (149).  
Estudos subseqüentes foram conduzidos em diferentes grupos populacionais, 
incluindo europeus, asiáticos, africanos, americanos e mexicanos (40, 42, 43, 148, 238-
240). Os resultados foram variáveis, conforme apresentado no Quadro 2. Alguns 
estudos mostram que pacientes com DM2 apresentam menor comprimento dos 
telômeros (24, 30, 40, 44, 45, 148, 237, 240-248), enquanto em outras investigações 
não é observada esta associação (43, 249).  
Na maioria destes estudos, o comprimento dos telômeros é determinado em 
leucócitos do sangue periférico em diferentes grupos populacionais. É possível que este 
tipo celular reflita a dinâmica dos telômeros de outros tipos celulares (250) e possa 
desta forma, representar indicador global de senescência celular (251), incluindo das 
células beta-pancreáticas (251, 252), que apresentam papel chave na fisiopatologia do 
DM2. A senescência das células beta poderia associar-se à sua disfunção secretória e 
explicar a associação entre o comprimento dos telômeros e a ocorrência da doença. 
Alguns estudos que descrevem associação entre o comprimento dos telômeros e 
o DM2 indicam também que o encurtamento dos telômeros é correlacionado 
positivamente com a duração do diabetes. Este achado pode sugerir que o tempo de 
exposição à hiperglicemia, inflamação ou EO, característicos da doença, desempenhe 





Em concordância com esta possibilidade, o EO e a resposta inflamatórios 
crônicos característicos de doenças crônico-degenerativas, são considerados a base do 
envelhecimento celular e, neste processo, contribuem para o encurtamento dos 






Quadro 2 Características de estudos que investigaram a associação entre o comprimento dos telômeros (CT) e o DM2. 














69; F e M; 45-54 
anos 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico em 
diabéticos tipo 2; aumento do CT 
após 2 meses de tratamento com 
sitagliptina. 
Willet e cols, 2014 
(254) 
Reino Unido Coorte 684; F e M; 53-63 
anos 
PCRq, relativo Redução do CT de leucócitos do 
sangue periférico é fator de risco 
independente para 
desenvolvimento de DM2 após 10 
ou 15 anos de seguimento. 
Zhao e cols, 2013 
(255) 
EUA (índios) Coorte 2328; F e M; 14-
93 anos 
PCRq, relativo Redução do CT de leucócitos do 
sangue periférico é fator de risco 
independente para 
desenvolvimento de DM2. 
Liu e cols, 2014 
(256) 
China Caso-controle 71; F e M; 44-54 
anos 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico em 
diabéticos tipo 2. 
Ma e cols, 2013 
(23) 
China Caso-controle DM2 (62), DM1 
(34); F e M 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico em 







Continuação Quadro 2. Características de estudos que investigaram a associação entre o comprimento dos telômeros (CT) e o DM2. 









Du e cols, 2013 
(21) 
EUA Caso-controle 3968; F; 43-70 
anos 
PCRq, relativo Não foi encontrada associação 
entre o risco de DM2, determinado 
por escore genético, e o CT de 
leucócitos do sangue periférico. 
You e cols, 2012 
(257) 
EUA Coorte 1675; F; 60-63 
anos 
PCRq, absoluta Associação fraca entre o CT de 
leucócitos do sangue periférico e 
DM2 no momento inicial do estudo; 
o CT de leucócitos do sangue 
periférico não foi preditor 
independente do risco de 
desenvolvimento de DM2. 
Ahmad e cols, 2012 
(258) 
Suécia Caso-controle 27; F e M; 33-61 
anos 
PCRq, relativo Entre não diabéticos, foi 
encontrada associação entre o CT 
de leucócitos do sangue periférico 
e a glicemia pós-prandial, mas não 
a glicemia de jejum. 
Hovatta e cols, 
2012 (238) 
Finlândia Coorte 522; F e M; 40-64 
anos 
PCRq, relativo Não foi encontrada associação 
entre o CT de leucócitos do 
sangue periférico e o risco de 
progressão de IOG para DM2 após 








Continuação Quadro 2. Características de estudos que investigaram a associação entre o comprimento dos telômeros (CT) e o DM2. 









Monickaraj e cols, 
2012 (253) 
Tailândia Caso-controle 2350; F e M; 36-
49 anos 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico 
em diabéticos tipo 2. 
Shen e cols, 2012 
(234) 
China Caso-controle 4016; F e M; 20-
80 anos 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico 
em diabéticos tipo 2. 
Xiao e cols, 2011 
(259) 
China Caso-controle 1797; F e M; 56-
73 anos 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico 
em diabéticos tipo 2. 
Zee e cols, 2010 
(260) 
EUA Caso-controle 432; F e M; > 30 
anos 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico 
em diabéticos tipo 2. 
Salpea e cols,2010 
(261)  
Inglaterra Caso-controle 569 caucasianos, 
103 sul-africanos, 
70 afro-
caribenhos; F e 
M; 24-92 anos 
 
PCRq, relativo Redução significativa do CT de 
leucócitos do sangue periférico 
em diabéticos tipo 2. 
CT: comprimento dos telômeros; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; EUA: Estados Unidos da America; F: sexo 





2.2.4 Métodos de determinação do comprimento dos telômeros 
 
Os métodos para determinação do comprimento dos telômeros são variados e 
entre os principais destacam-se:  
 
(i) Análise de fragmentos de restrição terminal (TRF, telomere restriction 
fragment); 
(ii) Análise única do comprimento do telômero (STELA-single telomere 
length analysis); 
(iii) Hibridização fluorescente in situ (FISH) e suas variantes, tais como o 
método baseado em microscopia digital (Q-FISH, quantitative 
fluorescent in situ hybridization) ou em citometria de fluxo (Flow-FISH), 
o método de alta capacidade (high-throughput, HT-Q-FISH), 
mapeamento telomérico (telomapping); ( 
(iv)  Ensaio dot-blot,  
(v) Análise de hibridização de proteção (HPA, hybridization protection 
assay) e quantificação da saliência 3´OH de fita simples;  
(vi) (v) método de PCR quantitativa em tempo real. 
 
 O Quadro 3 apresenta algumas características de alguns destes metodos. A 
seguir, serão descritas a análise de fragmentos de restrição terminal-TRF (considerada 







Quadro 3. Características dos métodos de determinação do comprimento dos telômeros. 






TRF 1 kb 1x10
6































0,3 kb 30 intérfases Baixa 




































2.2.4.1 Análise do fragmento de restrição terminal por Southern blot 
 
O método considerado padrão-ouro para determinação do comprimento dos 
telômeros é a análise dos fragmentos de restrição terminal por meio de Southern blot. 
Esta técnica permite detectar fragmentos específicos de DNA em amostras de 
composição complexa, como é o caso das que contêm DNA genômico. Este método foi 
descrito por Edwin Southern em 1975(261) e fornece estimativa do número médio de 
repetições teloméricas por amostra, pois os TRF incluem não apenas repetições 
teloméricas, mas também quantidades variáveis de sequências subteloméricas. Apesar 
de suas limitações, o uso da análise TRF foi fundamental para desvendar as 
associações entre o comprimento dos telômeros e o envelhecimento e doenças 
humanas, e ainda permanece como um dos métodos mais utilizados para análise 
comprimento dos telômeros (260). 
 Na década de 1990, o desenvolvimento de métodos de medida do comprimento 
dos telômeros baseados em hibridização in situ por fluorescência (FISH) e suas 
variantes resolveu o problema de precisão e representou um grande avanço para a 
quantificação do comprimento dos telômeros (262, 263). 
 
2.4.4.2 Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (PCRq) 
 
A PCRq para determinação do comprimento dos telômeros foi desenvolvida por 
Cawthon (2002) constitui método amplamente utilizado para determinação do 
comprimento dos telômeros de leucócitos (48, 264). Por este método, é determinado o 
comprimento relativo dos telômeros com base na razão entre telômero / gene de cópia 
única.  
O procedimento foi modificado por O'Callaghan e cols (2011), que adaptaram o 
ensaio de medida do comprimento dos telômeros por PCRq comparando a amplificação 
da amostra teste com a de oligonucleotídeos sintéticos correspondendo à sequência 
telomérica, para se obter o comprimento médio absoluto dos telômeros estimado em kb 





Para a medida do comprimento do telômero, um gene de cópia única é utilizado 
como controle para a amplificação de cada amostra e para determinar o número de 
cópias do genoma por amostra. A escolha do gene de cópia única é fundamental para a 
confiabilidade dos resultados, uma vez que qualquer alteração do número de cópias 
pode influenciar consideravelmente a medida do comprimento médio dos telômeros 
(266). 
Assim como o ensaio de TRF, técnicas baseadas em PCRq requerem DNA de 
alta qualidade. No entanto, ao contrário do TRF, os métodos baseados em PCRq 
requerem pequenas quantidades de DNA (nanogramas) da amostra a ser avaliada. 
Técnicas baseadas em PCRq tornaram-se método frequentemente utilizado para a 
estimativa do comprimento de telômeros devido ao relativo baixo custo, receptividade 
para os ensaios de alto rendimento e a facilidade de acesso dos investigadores ao 
equipamento necessário utilizado no ensaio (263, 266).  
Essa técnica possui também a vantagem de ser bem adequada para grandes 
estudos epidemiológicos, embora os resultados sejam limitados para comparações 
devido a diferenças na qualidade de DNA com base no método utilizado para a 
extração de DNA genômico, assim como diferenças nos métodos de fixação da 
amostra, no caso de amostras de tecido embebidas e fixadas em parafina (267, 268) e 







3 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 
 
O encurtamento do comprimento dos telômeros pode resultar em fusões 
terminais gerando instabilidade cromossômica, que por sua vez podem estar 
relacionadas a numerosos tipos de câncer (pulmão, cólon, mama, próstata, leucemia), 
risco cardíaco e diabetes mellitus (244, 270-274). O estudo do tamanho dos telômeros 
tem sido utilizado como uma das ferramentas para estudo de doenças relacionadas 
com a idade, na medida em que é considerado biomarcador biológico de 
envelhecimento, com potencial de predizer a morbidade e mortalidade. 
 Os leucócitos são a células mais estudas para verificar o comprimento dos 
telômeros devido ao seu fácil acesso. Nos seres humanos, as evidências mais fortes da 
associação entre o comprimento de telômeros de leucócitos e a mortalidade vêm sendo 
alvo de estudos(28, 29)..Além disso, uma investigação recente em adultos jovens, 
demonstrou que a taxa de desgaste dos telômeros do indivíduo é altamente variável e 
fortemente correlacionada com a resistência à insulina, um fenômeno que 
provavelmente relaciona-se com o estresse oxidativo e condições inflamatórias (19, 
270, 272). 
Pesquisas sobre a associação entre comprimento do telomero e DM2 tem sido 
realizadas e estas indicam que telômeros mais curtos podem levar a fenótipos em 
vários tipos de células, incluindo as células beta que levam a apoptose consequente e 
acelera o aparecimento de diabetes(272, 275, 276).O tamanho mais curto de telômeros 
pode ser atribuído no momento do nascimento, em indivíduos com predisposição para a 
diabetes ou a aceleração da perda de telômeros durante a divisão celular pode estar 
diretamente corelacionado ao aumento de estresse oxidativo em condições pré-
diabéticas(48, 49). 
Portanto, devido à importância do tema, é possível que os dados assim gerados 
neste estudo, contribuam para ampliar os conhecimentos a respeito dos mecanismos 








 4.0 OBJETIVOS 
 
4.1 Objetivo geral 
 
Comparar o comprimento relativo dos telômeros de leucóticos do sangue 
periférico de diabéticos tipo 2 e controles com tolerância normal à glicose. 
 
4.2 Objetivos específicos 
 
 Descrever características demográficas, socioeconômicas, clínicas, 
antropométricas e bioquímicas de diabéticos tipo 2 acompanhados no Hospital 
Universitário de Brasília. 
 Comparar a concentração sérica de TBARS e a capacidade antioxidante total no 
soro de diabéticos tipo 2 e controles com tolerância normal à glicose. 
 Correlacionar a concentração sérica de TBARS e a capacidade antioxidante total 
no soro com variáveis clínicas e bioquímicas de diabéticos tipo 2 e com variáveis 
clínicas de controles com tolerância normal à glicose. 
 Comparar o comprimento relativo de telômeros de leucócitos do sangue 
periférico de diabéticos tipo 2 e controles com tolerância normal à glicose. 
 Correlacionar o comprimento relativo de telômeros de leucócitos do sangue 
periférico de diabéticos tipo 2 com variáveis clínicas e bioquímicas. 
 Correlacionar o comprimento relativo de telômeros de leucócitos do sangue 





5 MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1 ASPECTOS ÉTICOS 
 
Este estudo seguiu todas as normas estabelecidas pela Resolução 466/2012 do 
Conselho Nacional de Saúde, que trata da pesquisa em seres humanos. O projeto foi 
aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências da Saúde da 
Universidade de Brasília (em 02/08/2013, CAAE 23433013.4.0000.5553) e da 
Secretaria de Estado de Saúde do Distrito Federal - Fundação de Ensino e Pesquisa 
em Ciências da Saúde CEP/FEPECS (em 26/11/2013, CAAE 23433013.4.0000.5553), 
conforme apresentado nos Anexos I e II. 
 
5.2 DELINEAMENTO E SUJEITOS DO ESTUDO 
 
Trata-se de estudo observacional, com componentes descritivo e analítico, em 
que foram selecionados 165 portadores de DM2, com idades entre 43 e 55 anos, de 
ambos os sexos, acompanhados no Hospital Universitário de Brasília (HUB), que 
constituíram o ―grupo caso‖. O grupo controle, composto por sujeitos com tolerância 
normal à glicose e da mesma faixa etária dos casos, foi recrutado do quadro de 
doadores de sangue da Fundação Hemocentro de Brasília da Secretaria de Estado de 
Saúde do Distrito Federal (FHB/SES-DF). Foram constituídos dois grupos controles, um 
para a avaliação de cada desfecho do estudo: 
(i) Grupo controle composto por 130 indivíduos, que foi comparado ao grupo de 
diabéticos tipo 2 com relação a marcadores de EO. 
(ii) Grupo controle composto por 158 indivíduos, que foi comparado ao grupo de 
diabéticos tipo 2 com relação ao comprimento relativo dos telômeros.  
O rastreamento de doadores na FHB/SES-DF é baseado nas Resoluções da 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária que dispõem sobre as Boas Práticas no Ciclo 





2010) (277, 278), que determinam o Regulamento Sanitário para Serviços que 
desenvolvem atividades relacionadas ao ciclo produtivo do sangue humano e 
componente e procedimentos transfusionais. Os doadores da FHB/SES-DF 
(http://www.fhb.df.gov.br/) passam por seis etapas para a doação (Anexo III), que 
incluem (i) identificação (características demográficas e tipo de doação, se comunitária 
ou de reposição), (ii) pré-triagem (obtenção de dados clínicos, antropométricos e 
rastreamento de anemia), (iii) lanche, (iv) triagem clínica (questionário a respeito de 
doenças prévias, comportamento sexual, alimentação e uso de medicamentos, Anexo 
IV), (v) coleta e (vi) lanche.  
Para avaliação dos marcadores de EO, foram selecionados 130 controles. Para 
avaliação do comprimento dos telômeros, foram selecionados 165 controles, pareados 
com os casos de acordo com a idade. 
 
5.2.1 Critérios de inclusão 
 
Para o ―grupo caso‖, os critérios de inclusão foram: 
 Ser portador de DM2. 
 Apresentar idade entre 43 e 55 anos. 
 Concordância em participar do estudo e assinatura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo V). 
 
Para o ―grupo controle‖, os critérios de inclusão foram: 
 Apresentar tolerância à glicose normal. 
 Apresentar idade entre 43 e 55 anos. 
 Concordância em participar do estudo e assinatura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo VI). 
 
No HUB adotam-se, para o diagnóstico do DM, os critérios propostos pela 
Associação Americana de Diabetes, que incluem (81): 
 





 Glicemia aleatória > 200 mg/dL, na presença de sintomas de hiperglicemia 
(poliúria, polidipsia, perda de peso); 
 Glicemia 2 horas pós-sobrecarga oral de 75g de glicose anidra > 200 mg/dL; 
 Hemoglobina glicada (HbA1c) > 6,5%. 
 
Neste grupo, ainda que não se tenha tido acesso aos valores de glicemia ou 
HbA1c do período do diagnóstico, a presença do DM2 foi corroborada pela informação, 
fornecida pelo sujeito e revisada no prontuário médico e do uso de medicamentos anti-
hiperglicemiantes. 
No grupo controle, a tolerância normal à glicose foi definida pela presença de 
HbA1c normal (<6,5%), cuja dosagem é realizada por cromatografia líquida de alta 
resolução, e pela ausência de uso de medicamentos anti-hiperglicemiantes. A dosagem 
da HbA1c, assim como as informações sobre medicamentos em uso, fazem parte da 
avaliação rotineira destes indivíduos (Anexo VII). 
 
5.2.2 Critérios de exclusão 
 
Para ambos os grupos, caso e controle, foram excluídos portadores de 
neoplasias malignas, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana e de infecções de 
outra natureza que estivessem ativas (tuberculose, micoses profundas). 
 
5.2.3 Cálculo amostral após os critérios de exclusão  
 
De acordo com cálculo amostral previamente realizado, cada grupo deveria 
conter um mínimo de 165 participantes para um nível de significância de 80%, 
considerando as probabilidades de erros alfa e beta (279), totalizando 330 participantes 
para o alcance satisfatório dos objetivos deste estudo. O tamanho do efeito foi de 0.3 
(efeito médio). Após os critérios de exclusão o t critico foi de 2,82. Para o cálculo foi 








5.3.1 Coleta de amostra de sangue venoso periférico 
 
Todos os sujeitos do grupo caso foram submetidos à coleta de 8 mL de sangue 
venoso periférico realizada pelos técnicos do Laboratório de Análises Clínicas do HUB, 
na ocasião da coleta de sangue para a realização dos exames solicitados pelo médico 
assistente. Quatro mL foram armazenados em tubo contendo EDTA e 4 mL, em tubo 
sem anticoagulante e com gel para separação do soro. 
Amostras de 2 mL de sangue venoso de cada sujeito do grupo controle foram 
disponibilizadas pela FHB/SES-DF, em tubo contendo EDTA e 2 mL, em tubo sem 
coagulante com gel contendo o soro. 
 
5.3.2 Obtenção de informações relativas às variáveis do estudo 
 
Os portadores de DM2 (grupo caso) que concordaram em participar do estudo 
responderam a uma entrevista estruturada, que abordou dados de identificação, 
demográficos, socioeconômicos, antropométricos e clínica. Alguns dados clínicos 
relativos a resultados de exames laboratoriais realizados no Laboratório de Análises 
Clínicas do HUB foram obtidos por consulta ao prontuário médico (Anexo VII). 
As informações relativas ao grupo controle foram obtidas a partir do banco de 
dados da FHB/SES-DF, para obtenção de dados demográficos, clínicos e 
antropométricos (Anexo VII). 
 
5.4 VARIÁVEIS DO ESTUDO 
 
5.4.1 Variáveis demográficas, clínicas e antropométricas 
 






(i) Idade (calculada a partir da data de nascimento, verificada em documento de 




(iii) Peso (verificado uma única vez em balança digital com capacidade de 150 kg e 
intervalos de 100 g); 
 
(iv) Altura (verificada uma única vez em estadiômetro com precisão de 1 mm, mantendo 
o sujeito em posição ereta, com braços estendidos ao longo do corpo e olhar fixo em 
um ponto do horizonte); 
 
(v) Índice de massa corporal (calculado pela divisão do peso em kg pela altura em 
metros ao quadrado e utilizado para classificação do estado nutricional de acordo com 
as informações descritas no Quadro 4); 
 
(vi) Circunferência da cintura (verificada durante a expiração, com o indivíduo em 
posição ereta, abdome relaxado e desnudo, com braços estendidos ao longo do corpo 
e pés juntos. Foi utilizada fita métrica inelástica, posicionada na metade da altura entre 
o último arco costal e a parte superior da crista ilíaca ântero-superior); 
 
(vii) Circunferência do quadril (verificada com o indivíduo em posição ereta, por meio do 
posicionamento da fita métrica inelástica em um plano horizontal na área de maior 
proeminência da região glútea, sem enrugar a pele e tampouco comprimir os tecidos 
subcutâneos); 
 
(viii) Pressão arterial sistólica e diastólica (aferida por métodos padrão e registrada em 
mmHg conferida no prontuário; foi considerado hipertenso o sujeito com pressão arterial 
sistólica igual ou superior a 130 mmHg e/ou pressão arterial diastólica igual ou superior 






(iv) Comorbidades (dislipidemia, hipertensão arterial, distúrbios tireoidianos, 
complicações crônicas do DM - neuropatia, nefropatia e retinopatia - verificados no 
prontuário e exames do paciente); 
 
(x) Uso de medicamentos (informações coletadas durante a entrevista com o paciente e 




(xii) Renda mensal estimada; 
 
(xiii) Prática de atividade física; 
 
(xix) Consumo de álcool e 
 
(x) Hábito de fumar. 
 




) Risco de comorbidades 
Eutrofia 18,5-24,9 Médio 
Sobrepeso (pré-obesidade) 25-29,9 Aumentado- 
Obesidade grau I 30-34,9 Moderado 
Obesidade grau II 35-39,9 Grave  
Obesidade grau III > 40 Muito Grave 
IMC: índice de massa corporal. 






 Quanto à prática de atividade física, os sujeitos com DM2 foram classificados, de 
acordo com Haskell (2007) (283) o tipo de atividade, em cinco categorias: 
(1) Muito ativo (atividade vigorosa > 5 dias por semana e > 30 minutos por sessão e/ou 
atividade vigorosa > 3 dias por semana e > 20 minutos por sessão + atividade 
moderada e/ou caminhada > 5 dias por semana e > 30 minutos por sessão). 
(2) Ativo (atividade vigorosa > 3 dias por semana e > 20 minutos por sessão e/ou 
atividade moderada ou caminhada > 5 dias por semana e > 30 minutos por sessão e/ou 
qualquer atividade somada - caminhada, moderada, vigorosa - > 5 dias por semana e > 
150 minutos por semana). 
(3) Irregularmente ativo (atividade física em nível insuficiente para ser classificado como 
ativo, considerado irregularmente ativo A quando atinge pelo menos um dos critérios de 
recomendação quanto à freqüência ou duração da atividade – 5 dias por semana ou 
duração de 150 minutos por semana, ou considerado irregularmente ativo B quando 
não atinge critérios de recomendação quanto à frequência e duração).  
(4) Sedentário: aquele que não realiza nenhuma atividade física por pelo menos 10 
minutos contínuos durante a semana. 
 
5.4.2 Variáveis bioquímicas 
 
No grupo de casos (portadores de DM2), dados relativos às seguintes variáveis 
bioquímicas foram coletados a partir do banco de dados do Laboratório de Análises 
Clínicas do HUB ou do registro no prontuário médico: glicemia em jejum, hemoglobina 
glicada, colesterol total e frações (LDL, HDL e VLDL), triglicerídeos, ureia, creatinina, 
aspartato aminotransferase (AST ou TGO), aspartato alaninotransferase (ALT ou TGP), 
gamaglutamiltransferase (GT), depuração endógena de creatinina, microalbuminúria ou 
proteinúria e PCR ultrassensível. Foram coletados resultados de avaliações realizadas 
até três meses antes do momento da coleta da amostra de sangue para o presente 





de portadores de DM2, após 12 horas de jejum, necessária à avaliação dos resultados 
da concentração sérica de triglicerídeos. O Quadro 5 apresenta os métodos utilizados 
para determinação de cada uma das variáveis bioquímicas mencionadas, assim como a 
respectiva faixa valor de referência. 
 
Quadro 5 Métodos empregados para a determinação das variáveis bioquímicas analisadas e respectivas 
faixas de referência. 
Variável Método Faixa de referência 
Glicemia de jejum (mg/dL) Hexoquinase 70-99 
Hemoglobina glicada (%) HPLC < 6,5% 
Colesterol total (mg/dL) Esterase-oxidase < 200 
Colesterol-LDL (mg/dL) Fórmula de Friedwald < 130 
(meta no DM: < 100) 
Colesterol-VLDL (mg/dL) Fórmula de Friedwald < 30 
Colesterol-HDL (mg/dL) Homogêneo direto > 60 
Trigliceriídeo (mg/dL) Oxidase-peroxidase < 150 
AST (U/L) IFCC – com piridoxal fosfato < 60 
ALT (U/L) IFCC – com piridoxal fosfato < 52 
GGT (U/L) Szasz modificado 9 a 54 
Ureia (mg/dL) UV cinético automatizado 17 a 43 
Creatinina (mg/dL) Reação de Jaffé 0,3 a 1,3 
PCR ultrassensível (mg/dL) BN2 0,3 a 3,0 
Fonte: Laboratório de Análises Clínicas do HUB. 
5.5 AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 
 
A análise da formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(thiobartituric acid reactive substances, TBARS) é o principal método para quantificar os 
produtos finais da peroxidação lipídica, que corresponde à oxidação do radical livre de 
ácidos graxos poliinsaturados nos sistemas biológicos. Este método é utilizado para 
avaliar quantitativamente o estresse oxidativo de tecidos e células (284). O 
malondialdeído (MDA) é o produto final da peroxidação lipídica e reage com o ácido 
tiobarbitúrico (thiobarbituric acid, TBA) para formar o aduto MDA-TBA na proporção de 
1:2 com o TBA, sendo os resultados expressos em termos de TBARS. 
A concentração de MDA, como marcador de peroxidação lipídica, foi avaliada 
pelo ensaio de TBA, segundo protocolo previamente descrito (151), e quantificada pelo 
método colorimétrico descrito por Ohkawa (153).Para avaliar a concentração de 





Em microtubo de 2 mL imerso em gelo, foram adicionados 80 µL do soro diluído em 320 
µL  de água ultra pura MiliQ (diluição 1:5). Em seguida, foi acrescentado 1 mL de ácido 
tricloroacético (TCA) 17,5%, pH 2,0, para separação dos ácidos graxos de cadeia 
longa, e, depois, foi acrescentado 1 mL TBA a 0,6%, pH 2,0. Após esse processo, as 
amostras foram homogeneizadas e mantidas a 95oC (em banho-maria) por 20 minutos. 
Essa reação foi interrompida com o resfriamento dos microtubos em gelo. Em 
seguida, 1 mL de ácido tricloroacético a 70%, pH 2,0, foi adicionado aos microtubos e 
os mesmos incubados por 20 min. Depois desse período, os microtubos contendo as 
amostras foram centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm, a 20ºC, e 280 µL do 
sobrenadante de cada amostra foi colocado em um poço de microplaca de 96 poços. A 
densidade óptica do sobrenadante obtido foi lida em espectrofotômetro SpectraMax 5.4 
a 534 nm. no Laboratório de Estresse Oxidativo e Radicais Livres do Instituto de 
Biologia da Universidade de Brasília.  
A concentração dos produtos da peroxidação lipídica foi calculada utilizando-se 
coeficiente de extinção molar equivalente para malondialdeído (MDA-equivalente) de 
1,56 x 105 M-1cm-1 (utilizado para o complexo malondialdeído e ácido tiobarbitúrico). O 
conteúdo de MDA no soro foi expresso em nmol/mL. 
 
5.6 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DO PLASMA  
 
A capacidade antioxidante do soro foi determinada pelo potencial antioxidante 
redutor férrico (ferric reducing antioxidant potential, FRAP), que representa medida 
direta de ―poder antioxidante total‖. Neste ensaio, realizado em pH baixo, os 
antioxidantes presentes no plasma ou soro reduzem Fe+3 a Fe+2, o qual é quelado pela 
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para formar o complexo Fe+2-TPTZ, de coloração azul 
intensa por ação de compostos antioxidantes no plasma sanguíneo, entre eles ácido 
úrico e vitaminas C e E. A formação do complexo Fe+2-TPTZ pode ser monitorada a 593 
nm (157). 
Para o ensaio, foram preparadas as seguintes soluções:  
i. Tampão acetato de sódio a 0,3 M, pH 3,6. 





iii. TPTZ a 10 mM. 
iv. Cloreto férrico (FeCl36.H2O) a 20 mM. 
v. Padrão de ácido ascórbico a 250 M. 
vi. Solução de trabalho, que consiste na mistura de 10 volumes de tampão de 
acetato de sódio, 1 volume de TPTZ e 1 volume de cloreto férrico, preparada, 
obrigatoriamente, no momento do ensaio. 
Para elaboração de curva padrão, foi utilizada solução de trolox (50, 100, 200, 
500 800 e 1000 M.  
Para o ensaio, foram pipetados, em placa de 96 poços, 300 µL de solução de 
trabalho. Dois poços da placa funcionaram como branco. Aos outros poços, foram 
adicionados, em duplicata, 10 μL cada uma das concentrações do padrão (Trolox) e 10 
µL das amostras de soro dos sujeitos do estudo. Foi realizada leitura no 
espectrofotômetro a 593 nm (tempo zero), a placa foi incubada no espectrofotômetro a 
37ºC por 4 minutos e, em seguida, efetuada nova leitura no espectrofotômetro, a 593 
nm (tempo 4 minutos). A densidade óptica foi lida em espectrofotômetro SpectraMax 
5.4 a 593 m. no Laboratório de Estresse Oxidativo e Radicais Livres do Instituto de 
Biologia da Universidade de Brasília.  
Para o cálculo da capacidade antioxidante total, subtraiu-se, do valor da 
absorbância no tempo 0, o valor da absorbância no tempo 4. Com os resultados dos 
padrões (Trolox), foi elaborado gráfico com as concentrações de Trolox no eixo x e as 
respectivas médias das duplicatas das absorbâncias (T0-T4) no eixo y para que a 
equação da reta fosse calculada. A partir da equação da reta da curva padrão, foram 
calculados os valores de FRAP da amostra expressos em nM por equivalente de Trolox.  
De posse destes dados e dos resultados do ensaio de peroxidação lipídica, foi 
determinada a razão FRAP/TBARS. 
 
5.7 EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO 
 
Para extração do DNA genômico de leucócitos do sangue venoso periférico, 





realizada com o kit comercial PureLink® Genomic DNA Mini (Life Technologies®), 
conforme instruções do fabricante. 
As amostras obtidas foram avaliadas no espectrofotômetro de microvolume 
Nanodrop 200 (Thermo Scientific) para determinação da concentração de DNA (ng/µL) 
e do grau de pureza da amostra, fornecido pela razão entre as absorbâncias nos 
comprimentos de onda de 260 e 280 nm (260/280). Foram consideradas satisfatórias 
amostras com razão 260/280 entre 1.7 e 2.0 (266). 
 
5.8 DETERMINAÇÃO DO COMPRIMENTO RELATIVO DOS TELÔMEROS  
 
A análise do comprimento relativo dos telômeros foi realizada pelo método de 
PCR quantitativa em tempo real, proposto por Cawthon em 2002 (264). O princípio 
deste método é a determinação, para cada amostra experimental, do fator segundo o 
qual a razão entre o número de cópias da sequência telomérica e o número de cópias 
de gene de cópia única, em determinada amostra, difere de amostra referência de DNA. 
A quantidade de repetições teloméricas em cada amostra experimental é 
mensurada como nível de diluição de amostra referência de DNA (selecionada 
arbitrariamente) que tornaria as amostras, experimental e referência, equivalentes em 
termos de números de ciclos de PCR (cicle thershold) necessários para obtenção de 
determinada quantidade de produtos de amplificação da sequência telomêrica na fase 
exponencial da amplificação.  
O mesmo é realizado para o gene de cópia única. Com isso, a razão entre esses 
fatores de diluição, ou T/S relativa (T, sequência telomérica; S, gene de cópia única) 
representa a relação entre o número de cópias da sequência telomérica e do gene de 
cópia única na amostra experimental e na amostra referência. 
Os iniciadores (primers) utilizados para amplificação das sequências telomérica e 
do gene de cópia única (266) estão descritos no Quadro 6. O iniciador que amplifica a 
sequência telomérica pode se anelar a qualquer segmento complementar no DNA 
telomérico, de forma que são observados produtos de amplificação de tamanho 





também conhecido como RPLP0 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6175) que codifica 
a fosfoproteína ácida ribossomal.  
 
Quadro 6 Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na reação de PCRq, para determinação do 
comprimento relativo dos telômeros. 
 Sequência (5’ – 3’) Tamanho do 
amplicon 
















Fonte: O´Callaghan (2011) (266). Telo: sequência do oligonucleotideo iniciador do telômero. 
 
Para as reações de PCRq, foram utilizados 20 ng (4 μL de solução de DNA a 5 
ng/μL), 100 nM (1 μL) de cada iniciador (direto e reverso), 10 μL de SYBR Green (Rox 
qPCR Master Mix Thermo Scientific) e 4 μL de H2O Milli-Q, em volume final de 20 μL. A 
composição das reações de PCR (reagentes), com exceção dos iniciadores, foi a 
mesma para a amplificação da sequência telomérica e do gene de cópia única. As 
reações foram conduzidas em placas de 96 poços (Thermo Scientific).  
Para cada amostra, foram conduzidas reações em duplicata, em placas 
separadas, uma para amplificação da sequência telomérica e outra, da sequência do 
gene de cópia única. Em cada placa, foi realizada reação de amplificação de controle 
negativo (água) e amplificação de amostra referência, em triplicata, a partir da diluição 
seriada 1:2, para determinação da eficiência da reação de amplificação com cada um 
dos pares de iniciadores (sequência telomérica e sequência do gene de cópia única).  
Esta curva de eficiência foi constituída de 6 pontos; a maior quantidade de DNA 
da amostra referência foi de 40 ng e a menor, de 1,25 ng (diluição seriada 1:2 a partir 
de 40 ng). A pipetagem foi realizada de forma automatizada, com a utilização do 





análises de amplificação da sequência telomérica foi de 0,16, e para o gene de cópia 
única, de 0,25.  
As reações de amplificação foram conduzidas no equipamento StepOnePlus™ 
Real-Time PCR Systems-Life Technologies, de acordo como seguinte programa: 
desnaturação a 95ºC por 10 minutos; 40 ciclos de 15 segundos desnaturação a 95ºC, 1 
minuto a 60ºC; curva de dissociação ou melting. 
 
5.8.1 Análise da curva de eficiência de amplificação dos iniciadores 
 
Como descrito anteriormente, para a determinação da eficiência de amplificação 
dos iniciadores (sequência telomérica e 36B4) foi realizada amplificação de amostra 
referência, diluída de forma seriada 1:2, a partir de 40 ng até 1,25 ng (6 pontos). A 
eficiência da amplificação foi determinada pela equação E = (10-1/slope-1) x 100, em que 
E representa a eficiência e slope representa o valor da inclinação da reta obtida pela 
representação gráfica do Ct de cada quantidade da amostra referência (eixo y) e da 
quantidade da amostra referência (eixo x)(285). Os resultados das amostras (casos e 
controles) foram analisados quando a eficiência da amplificação foi calculada entre  85 
a 110%. 
 
5.8.2 Análise e determinação do comprimento relativo dos telômeros 
 
 O comprimento relativo dos telômeros foi determinado pela equação 2-
Ct ou 2-
(Ct1-Ct2), em que Ct1 representa a diferença entre o Ct da amplificação da sequência 
telomérica menos o Ct da amplificação da sequência do gene de cópia única, na 
amostra experimental, e Ct2 representa esta diferença, na amostra referência. O 
coeficiente de variação do T/S relativo, calculado pela divisão do desvio padrão pela 






5.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados relativos às variáveis categóricas foram apresentados como frequência 
absoluta e relativa (%). Os dados relativos às variáveis contínuas foram avaliados 
quanto à normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e representados pela mediana e 
intervalo interquartil e, graficamente, pelo método de Tukey.  
A comparação entre os dois grupos (controle e diabéticos) foi realizada pelo teste 
de Mann-Whitney. Para comparações múltiplas, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis 
seguido pelo pós-teste de Dunn. Para avaliar a correlação entre marcadores de 
estresse oxidativo e comprimento de telômeros e outras variáveis, foi realizado o teste 
de correlação não paramétrico de Spearman. Todos os procedimentos estatísticos 
foram realizados utilizando-se dos softwares Statistical Package for the Social Sciences 
22.0 para Windows® (SPSS 22.0) (286) e GraphPad Prism versão 5.0 (287). O nível de 





8.0 CONCLUSÕES  
 
Com base nos resultados do presente estudo, foi possível concluir que: 
 Os diabéticos tipo 2 estudados, em comparação com os controles com tolerância 
normal à glicose, apresentaram aumento da concentração sérica de TBARS e 
redução da capacidade antioxidante total no soro, independentemente do sexo e do 
estado nutricional segundo o IMC. 
 Nos diabéticos tipo 2, foi observada correlação positiva entre a concentração sérica 
de TBARS e a concentração sérica de colesterol LDL. 
 Nos diabéticos tipo 2, foi observada correlação positiva entre a capacidade 
antioxidante total e o tempo de diagnóstico do DM2, hemoglobina glicada e 
concentração sérica de triglicerídeos. 
 Nos controles com tolerância normal à glicose, foi observada correlação positiva 
entre a capacidade antioxidante total e a idade. 
 A mediana do comprimento relativo dos telômeros (T/S relativo) foi superior nos 
diabéticos tipo 2, em relação ao controle, porém não foi observada diferença quando 
excluídos os valores discrepantes (outliers) no grupo de diabéticos. Em ambos os 
grupos, não houve variação do comprimento relativo dos telômeros de acordo com o 
peso, estado nutricional segundo o IMC ou nível de escolaridade. 
 Nos diabéticos tipo 2, não foi observada associação entre o comprimento relativo 
dos telômeros e a presença de retinopatia diabética. 
 Nos diabéticos tipo 2, foi observada correlação negativa entre o comprimento 
relativo dos telômeros e o tempo de diagnóstico do DM2, glicemia de jejum, 
hemoglobina glicada e capacidade antioxidante total no soro, e correlação negativa 
com a concentração sérica de TBARS.  
 Nos controles com tolerância normal à glicose, foi observada correlação negativa 
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